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論 文 内 容 の 要 旨 
 性判別胚を用いて計画的な子ウシ生産を農家段階で実用化するためには、性判別胚を超低温保存し、
受胚牛の移植適期に合わせて融解し移植できる技術体系の確立が不可欠である。しかし、性判別胚は
バイオプシーにより胚の一部の細胞が切除されるとともに透明帯も除去されるため、緩慢凍結により
保存された性判別胚において新鮮胚と同等の受胎性を確認した報告がある一方で、インタクト（非バ
イオプシー）胚と比べて耐凍性や受胎性が低下することも報告されている。しかし、性判別胚をガラ
ス化保存した場合には新鮮胚に近い受胎率の得られることが報告されている。 
 ガラス化保存法は、細胞外液に氷晶を形成させないため、緩慢凍結法に比べて高濃度の耐凍剤を含
む溶液が用いられており、加温後は早期に耐凍剤を希釈することが、耐凍剤の化学的毒性を抑制する
ために必要とされている。このためガラス化保存胚をダイレクトトランスファー法やワンステップス
トロー法のように加温後直ちに受胚牛に移植した報告は少ない。 
 一方、X 精子または Y 精子を 90%以上の確率で含むウシ性選別精液が市販されているが、この性選
別精液はストロー1 本あたりの充填精子数が通常精液に比べて少ないことなどから、人工授精後の受胎
率や多排卵処理後に採取した胚の移植可能な胚の生産率の改善が望まれている。また、ウシにおける
生体内卵吸引法（以下、OPU）由来卵子の体外受精技術は、超音波画像診断装置を用いて生体卵巣か
ら採取した卵を体外受精して胚を生産する技術であり、これまでの胚生産の中心であった子宮灌流に
よる体内受精由来胚の採取に代わる、あるいはこれを補完する胚生産技術として開発されてきた。こ
の体内成熟卵は、体外受精後の発生能が体外成熟卵に比べて高いが、体内成熟卵と性選別精液を利用
した性判別胚の生産に関する報告や生産した性判別胚の受胎性に関する報告は少なく、普及性や実用
性に関する報告はほとんどない。 
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 本論文では、ウイバイオプシー胚および性判別胚の超低温保存後の生存性と受胎性を明らかにし、
農場における子ウシの雌雄産み分け技術の確立を目的として、ウシ胚の緩慢凍結およびガラス化保存
の方法や融解・加温法の影響について調べた。また、OPU により採取した体内成熟卵と性選別精液の
体外受精による性判別胚の生産について、胚の生産効率と性判別胚を用いた子ウシ生産システムを検
討した。 
 第 2 章では、ウシバイオプシー胚の緩慢凍結方法が胚の生存性と受胎性に及ぼす影響を調べた。過
剰排卵処理を施した供胚牛から人工授精後 7～8 日目に採取した胚はマイクロブレードでバイオプ
シーした後に緩慢凍結保存した。緩慢凍結方法は 10%グリセリンおよび 20%子ウシ血清（以下、CS）
添加修正PBSを凍結溶液として融解後に段階的に耐凍剤を希釈除去し胚の生存性を判定した後に受胚
牛に移植した 10G-SW、融解後にストロー内で 12.5%シュークロースおよび 20%CS添加修正 PBS と
混合して一段階で耐凍剤を希釈除去し胚の生存性を判定した後に受胚牛に移植した 10G-ISD、10%エ
チレングリコールおよび 20%CS添加修正 PBS を凍結溶液として融解後に耐凍剤の除去操作を行わず
直ちに受胚牛に移植した 10E-DR、10%エチレングリコール 0.1mol/L シュークロースおよび 20%CS
添加修正 PBS を凍結溶液として融解後に耐凍剤の除去操作を行わず直ちに受胚牛に移植した
10E1S-DR、10%グリセリン 0.25 mol/L シュークロースおよび 20%CS添加修正 PBS を凍結溶液とし
て融解後に耐凍剤の除去操作を行わず直ちに受胚牛に移植した 10G25S-DR、5%グリセリン 0.1 mol/L
シュークロースおよび 20%CS添加修正 PBS を凍結溶液として融解後に耐凍剤の除去操作を行わず直
ちに受胚牛に移植した 5G1S-DR の 6 手法を用いてインタクト胚とバイオプシー胚の保存後の生存性
と受胎性を調べた。その結果、インタクト胚の受胎率は凍結法との間には有意差は認められなかった
が、バイオプシー胚の受胎率は 10E1S-DR が新鮮胚、10G-SW および 10G25S に比べて有意に受胎率
が低かった。また、いずれの方法においてもバイオプシー胚の受胎率はインタクト胚に比べて低い成
績となっており、バイオプシー胚に適した緩慢凍結法について更なる検討が必要と推察された。また、
緩慢凍結したインタクト胚を移植により双子分娩が確認された事例から、ウシにおける自然発生的な
一卵性双子の発生様式を記載して考察した。 
 第 3 章では、ガラス化保存したウシ胚をストロー内希釈後に直接移植する方法を農家段階で実用化
するために、加温温度、加温後の経過時間、希釈液の組成が加温後の胚の生存性に及ぼす影響を検討
した。媒精後 7～8 日目に発生した胚盤胞をガラス化溶液(VSED: 25% EG + 25% DMSO)で平衡した
後にストロー内でガラス化保存し、加温後に胚の生存性と発育性を調べた。加温温度は 20℃区と 30℃
区において加温後の胚の生存率および透明帯脱出率に有意な差は認められなかった。また、加温後の
保持時間 0分に対して 5分以降は、ガラス化保存胚の生存率が有意に低下し、0分および 5分に対し
て 40分でガラス化保存胚の透明帯脱出率が有意に低下した。さらに、希釈液組成により加温後の胚の
生存率および透明帯脱出率に差は認められなかった。これらのことから、ガラス化保存したウシ胚に
おいて、加温温度の違いや希釈液の組成により生存性の低下は認められなかったが、加温から移植終
了までの時間が延長した場合、加温胚の生存性が低下することが示された。 
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 第 4 章では、ガラス化保存したウシバイオプシー胚を、農場内で加温し直ちに受胚牛に移植するた
めに、耐凍剤の希釈方法が受胎性に及ぼす影響を調べた。人工授精後 7 日目の供胚牛から採取し、性
別判定のためにバイオプシーを施した胚を VSED 液で平衡した後、ストロー内でガラス化保存した。
加温後、耐凍剤をストロー内で希釈しストローから取り出し胚の生存性を確認して移植した ISD区の
受胎率は 57.9%、耐凍剤をストロー内で希釈後に胚をストローから取り出すことなく直ちに受胚牛に
移植した DIR区の受胎率は 62.5%であり、いずれもガラス化保存していない NV区（56.3%）と有意
な差のない受胎率が得られた。ストロー内希釈後のストロー内のエチレングリコール濃度は 6.9～7.7%、
DMSO 濃度は 2.8～3.3%であった。これらのことから、ガラス化保存したウシバイオプシー胚は、農
場内での加温操作を行い直ちに受胚牛に移植することが可能であり、実用的な受胎率の得られること
が示唆された。 
 第 5 章では、ガラス化保存したウシ性判別胚を加温後直ちに受胚牛に移植するために、耐凍剤のス
トロー内希釈が移植後の受胎性と子ウシ生産性に及ぼす影響を調べた。過剰排卵処理を施した供胚牛
から人工授精後 7～8 日目に採取した胚をマイクロブレードでバイオプシーして雄特異的 DNA増幅の
有無により性別を判定した。性判別胚はVSED液で平衡し、希釈液と空気層を隔てて0.25-mLストロー
内に充填し、液体窒素中に投入した。加温後、ストロー内でガラス化液と希釈液を混合し 3 分間保持
した。評価区はストロー内希釈した胚の生存性を判定した後に受胚牛に移植し、非評価区ではストロー
内希釈後の胚をストローから取り出すことなく直ちに受胚牛に移植した。評価区および非評価区の移
植後の受胎率は 38.7%および 34.8%であり、両区の間に有意差は認められなかった。しかし、評価区
においてガラス化保存前の品質の劣る胚の生存性は品質の高い胚に比べて有意ではないが低い傾向で
あった（P = 0.087）。受胎した受胚牛の流産率は両区の間で有意な差は認められなかった（13.9%、
12.5%）。これらのことから、耐凍剤のストロー内希釈はガラス化保存したウシ性判別胚を加温後直ち
に受胚牛に移植するために有効な方法であることが確認された。 
 第 6章では、ホルスタイン種泌乳牛の卵巣より OPU により採取した卵と性選別精液を用いて体外受
精し、性判別胚の生産効率と性判別胚の移植による子ウシ生産状況を調べた。供試牛に多排卵処理
（SOV区）または卵胞発育同調処理（FGT区）を施した後、直径 5 mm 以上の卵胞から卵を採取し、
ホルスタイン種雄牛の性選別精液を用いて媒精し、胚盤胞期胚以降への発生能を調べた。また、媒精
後 7 および 8 日目の胚盤胞期胚および脱出中胚盤胞期胚を受胚牛に移植した。SOV区および FGT区
における採取卵数に有意な差は認められなかった。SOV区では採取卵のうち 62.1%が成熟卵であった
が、FGT 区の採取卵は全て未成熟卵であった。媒精後 7～9 日の胚盤胞期胚率は試験区間に有意な差
は認められなかったが、供卵牛１頭当たりの胚盤胞期胚数は SOV区が FGT区に比べて有意に多かっ
た（P < 0.05）。また、SOV区および FGT区で生産した性判別胚の移植後の受胎率、在胎日数および
産子の生時体重に有意な差は認められなかった。このことから、ホルスタイン種泌乳牛から SOV 処理
後に OPU により採取した卵と性選別精液を体外受精して性判別胚を生産する方法は、後継牛の計画的
な生産に利用可能であることが示された。 
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 本研究の結果より、ウシバイオプシー胚および性判別胚の超低温保存としては緩慢凍結法に比べて
ガラス化保存法が優れており、ウシ性判別ガラス化保存胚は、新鮮胚移植と同等の実用的な受胎率が
得られることが明らかとなった。また、ガラス化保存胚のストロー内希釈は超低温保存した性判別胚
を農場で加温し、一般的な胚移植と同様の簡単な操作により受胚牛への移植が可能なことを示した。
さらに、ストロー内希釈後の胚の生存性および受胎性に影響を及ぼす要因となる胚の品質や加温後か
ら移植までの時間を確認したことにより、本技術の野外普及を進めるにあたっての注意点や技術普及
のための課題を提示した。また、SOV 処理後に OPU により採取した体内成熟卵と性選別精液との体
外受精による新しい性判別胚の生産システムが後継牛生産に有効な手法であることを示した。 
 このように本研究で実施したウシバイオプシー胚および性判別胚の超低温保存方法および OPU 由
来の成熟卵と性選別精液を利用した性判別胚の体外生産に関する研究成果は、酪農経営ならびに肉牛
生産における計画的な後継牛生産の実現と今後の家畜繁殖技術の発展に寄与するものと考えられる。 
 
論文審査の結果の要旨 
 酪農もしくは肉牛産業における生産農場において、胚移植により好ましい性別の子牛生産体系を確
立すれば、その生産性や経営の改善が見込まれる。本研究は、胚移植による好ましい性別の子ウシ生
産体系の確立を目的に、胚の性判別法、性判別のためにバイオプシーした胚の超低温保存法（緩慢凍
結法およびガラス化保存法）、超低温保存後のバイオプシー胚を農場で常温へ戻してストロー内で耐
凍剤を希釈して移植する方法（ストロー内希釈法）について検討している。さらに、ホルスタイン種
泌乳牛の卵巣から生体内卵子吸引法（OPU）を適用し、成熟卵および未成熟卵を採取して、これらの
卵と性判別精液を用いた体外受精により性判別胚を生産し、胚移植により子ウシの性別制御する生産
システムについても検討している。 
 ウシ胚の性判別法、性判別のためにバイオプシーした胚の超低温保存法の検討では、バイオプシー
胚の緩慢凍結方法が胚の生存性と受胎性に及ぼす影響を調べている。過剰排卵処理を施した供胚牛か
ら人工授精後 7～8 日目に採取した胚はマイクロブレードでバイオプシーした後に凍結保存した。凍結
方法は 10%グリセリンおよび 20%子ウシ血清（以下、CS）添加修正 PBS を凍結溶液として融解後に
段階的に耐凍剤を希釈除去し胚の生存性を判定した後に受胚牛に移植した 10G-SW、融解後にスト
ロー内で 12.5%シュークロースおよび 20%CS添加修正 PBS と混合して一段階で耐凍剤を希釈除去し
胚の生存性を判定した後に受胚牛に移植した 10G-ISD、10%エチレングリコールおよび 20%CS 添加
修正 PBS を凍結溶液として融解後に耐凍剤の除去操作を行わず直ちに受胚牛に移植した 10E-DR、
10%エチレングリコール0.1mol/Lシュークロースおよび20%CS添加修正PBSを凍結溶液として融解
後に耐凍剤の除去操作を行わず直ちに受胚牛に移植した 10E1S-DR、10%グリセリン 0.25 mol/L
シュークロースおよび 20%CS添加修正 PBS を凍結溶液として融解後に耐凍剤の除去操作を行わず直
ちに受胚牛に移植した 10G25S-DR、5%グリセリン 0.1mol/L シュークロースおよび 20%CS添加修正
PBS を凍結溶液として融解後に耐凍剤の除去操作を行わず直ちに受胚牛に移植した 5G1S-DR の 6 種
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類を用いてインタクト胚とバイオプシー胚の生存性と受胎性を調査した。その結果、インタクト胚の
受胎率は凍結法との間には有意差は認められなかったが、バイオプシー胚の受胎率は 10E1S-DR が新
鮮胚、10G-SW および 10G25S に比べて有意に受胎率が低かった。また、いずれの方法においてもバ
イオプシー胚の受胎率はインタクト胚に比べて低い成績となっており、バイオプシー胚に適した緩慢
凍結法について更なる検討が必要と推察された。また、緩慢凍結したインタクト胚を移植により双子
分娩が確認された事例から、ウシにおける自然発生的な一卵性双子の発生様式を記載して考察した。 
 ウシバイオプシー胚の超低温保存法を改善する目的で、ウシ胚のガラス化保存における加温温度、
加温後の経過時間、希釈液の組成が加温後の胚の生存性に及ぼす影響を調べている。媒精後 7～8 日目
に発生した胚盤胞をガラス化溶液(VSED: 25% EG + 25% DMSO)で平衡した後にストロー内でガラス
化保存し、加温後に胚の生存性と発育性を調査した。加温温度は 20℃区と 30℃区において加温後の胚
の生存率および透明帯脱出率に差は認められなかった。また、加温後の保持時間 0 分に対して 5 分以
降は有意に生存率が低下し、0分および 5分に対して 40分で有意に透明帯脱出率が低下した。さらに、
希釈液の組成により加温後の胚の生存率および透明帯脱出率に差は認められなかった。これらのこと
から、ガラス化保存したウシ胚において、加温温度の違いや希釈液の組成により生存性の低下は認め
られなかったが、移植終了までの時間が延長した場合には胚の生存性が低下する可能性があることが
示された。 
 次に、超低温保存後のバイオプシー胚を農場で常温へ戻してストロー内で耐凍剤を希釈して移植す
る方法（ストロー内希釈法）を検討している。ガラス化保存したウシバイオプシー胚を農場で加温し、
直ちに受胚牛に移植するために耐凍剤希釈法が受胎性に及ぼす影響を調査した。人工授精後 7 日目の
供胚牛から採取し、性別判定のためにバイオプシーを施した胚を VSED 液で平衡した後にストロー内
でガラス化保存した。加温後に耐凍剤をストロー内で希釈しストローから取り出し胚の生存性を確認
して移植した ISD区の受胎率は 57.9%、耐凍剤をストロー内で希釈後に胚をストローから取り出すこ
となく直ちに受胚牛に移植した DIR 区の受胎率は 62.5%であり、いずれもガラス化保存していない
NV区（56.3%）と差のない受胎率が得られた。ストロー内希釈後のストロー内のエチレングリコール
濃度は 6.9～7.7%、DMSO 濃度は 2.8～3.3%であった。これらのことから、ガラス化保存したウシバ
イオプシー胚は、農場での加温操作を行い直ちに受胚牛に移植することが可能であり、実用的な受胎
率の得られることが示唆された。さらに上記の実証試験として、ガラス化保存したウシ性判別胚を加
温後直ちに受胚牛に移植するために、耐凍剤のストロー内希釈が移植後の受胎性と子ウシ生産性に及
ぼす影響を調査した。過剰排卵処理を施した供胚牛から人工授精後 7～8 日目に採取した胚をマイクロ
ブレードでバイオプシーし、雄特異的 DNA の増幅の有無により性別を判定した。性判別胚は VSED
液で平衡し、希釈液と空気層を隔てて 0.25-mL ストロー内に充填し、液体窒素に投入した。加温後は
ストロー内でガラス化液と希釈液を混合し 3 分間保持した。評価区はストロー内希釈した胚の生存性
を判定した後に受胚牛に移植し、非評価区ではストロー内希釈後の胚をストローから取り出すことな
く直ちに受胚牛に移植した。評価区および非評価区の移植後の受胎率は 38.7%および 34.8%であり、
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両区の間に有意差は認められなかった。しかし、評価区においてガラス化保存前の品質の劣る胚の生
存性は品質の高い胚に比べて有意ではないが低い傾向であった（P = 0.087）。受胎した受胚牛の流産
率は両区の間で有意差は認められなかった（13.9%、12.5%）。これらのことから、耐凍剤のストロー
内希釈はガラス化保存したウシ性判別胚を加温後直ちに受胚牛に移植するために有効な方法であるこ
とが確認された。 
 さらに効率的なウシ性判別胚の生産システムの確立を目的に、ホルスタイン種泌乳牛の卵巣より
OPU により採取した卵と性選別精液を用いて体外受精し、体外での性判別胚の生産効率と性判別胚の
移植による子ウシ生産試験を実施している。供試牛に多排卵処理（SOV区）または卵胞発育同調処理
（FGT区）を行った後に直径 5 mm 以上の卵胞から卵を採取し、ホルスタイン種雄牛の性選別精液を
用いて媒精し、胚盤胞期への発生能を調べた。また、媒精後 7 および 8 日目の胚盤胞期胚および脱出
中胚盤胞期胚を受胚牛に移植した。SOV区および FGT区における採取卵数に有意差は認められなかっ
た。SOV区では採取卵のうち 62.1%が成熟卵であったが、FGT区の採取卵は全て未成熟卵であった。
媒精後 7～9 日の胚盤胞率は試験区間に有意差は認められなかったが、供卵牛 1頭当たりの胚盤胞生産
数は SOV区が FGT区に比べて有意に多かった（P < 0.05）。また、SOV区および FGT区で生産し
た性判別胚の移植後の受胎率、在胎日数および産子の生時体重に有意差は認められなかった。このこ
とから、ホルスタイン種泌乳牛から SOV 処理後に OPU により採取した卵と性選別精液を体外受精して
性判別胚を生産する方法は、酪農における後継牛の計画的な生産に利用可能であることが示唆された。 
 本研究により開発されたウシのバイオプシー胚および性判別胚のガラス化保存法は、新鮮胚移植と
同等の発育成績を有することが示された。また、ガラス化保存胚のストロー内希釈法は、性判別胚を
生産現場で応用するのに、一般的な胚移植と同様の簡単な操作により受胚牛への移植を可能とするこ
とが示された。さらに、SOV 処理後に OPU により採取した体内成熟卵と性選別精液との体外受精に
よる新しい性判別胚の生産システムは、酪農の後継牛生産に有効な手法であることを明らかにした。
これらの研究成果は、胚移植による子ウシ生産の性別制御システムとして、酪農および肉牛生産の経
営の発展に大きく寄与するものと考えられる。以上のことから、本論文は博士（学術）を授与するの
にふさわしい研究業績であると判定した。 
